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第 1 章：研究の社会的背景 〜なぜ、私の研究が必要なのか？〜 
 
ヒトの疾患治療や創薬に繋がる生体内分子の作用メカニズムの解明は、医学研究のみな
らず他分野の生物学研究の一部にとっても大きな目標の一つである。生体内で起こる現象
を生体外で再現させる細胞培養法や遺伝子改変技術の進歩により、我々は様々な生体内の
現象を分子レベルで明らかにすることを成し遂げてきた。ことに一つの生体内分子の機能
を生体レベルで理解する場合、モデル生物、特に扱いやすいマウスが研究の強力なツール
として利用されている。遺伝子改変マウスの作出の歴史はまだ浅く、1981 年に Gordon ら
によって、受精卵に直接ベクターを打ち込むマイクロインジェクション法により Tg マウス
の系統が作られたのが初めてである[1]。その同年には、Evans と Kaufman によりマウス
胚盤胞から多分化能を持つ幹細胞が樹立され[2]、この胚性幹細胞（ES 細胞）由来のマウス
系統を樹立ことが可能となった。しかし、ある遺伝子のノックアウトマウスが樹立される
ためには、この ES 細胞を用いた遺伝子組み換え技術の確立が必要であった。1987 年に初
めて、ターゲティングベクターを用いたノックアウト ES 細胞の樹立方法が発表され[3]、
1989 年に Robertson らによってホモロガスリコンビネーションによって作出した c-abl ノ
ックアウト ES 細胞からマウス系統を樹立する報告[4]があり、ノックアウトマウスが初め
て樹立されることとなった。以来、ノックアウトマウスはある遺伝子の生体内での機能を
網羅的に探索できる強力なツールとして、様々な研究に用いられている。また、ノックア
ウトマウスを作製するためのマウス ES 細胞も広く研究されるようになり、その大きな特徴
である「分化多能性」と「自己増殖性」に対して多くの知見が報告されている。また、発
生学の知見を取り入れながら様々な細胞系譜への分化誘導方法も発見・発明され[5]、必要
な細胞を培養皿の中で作り出すことが現実に可能となってきた。ヒト ES 細胞の樹立はもっ
と新しく 1998 年にトムソンら[6]によって発表された。これにより、マウス ES 細胞の分化
誘導プロトコルをヒト ES 細胞に応用させて任意の細胞を分化誘導することが、可能性とし
て大きくなってきた。しかしながら、ヒトの胚から樹立される ES 細胞はその研究利用にも
倫理的な制約が大きく、実際に使用できる研究施設は限られている。この点から考えて、
ヒト ES 細胞を分化させて任意の細胞を作り、医療や製薬へ応用させるという道はさらに実
用化が難しいと考えられてきた。この状況を打破する大きな研究となったのが、2006 年と
翌 2007 年に発表されたにマウス iPS 細胞[7]、ヒト iPS 細胞[8]の樹立方法である。分化し
た繊維芽細胞に 4 つの遺伝子を強制発現させるだけで細胞がリプログラミングするという
画期的な方法により、ヒト胚を破壊してしまうという倫理的な問題から解放され、臨床や
製薬への応用を目指して様々なプロジェクトが進められている。リプログラミングという
現象はガードン博士によって分化した細胞を卵に核移植することによって、世界で初めて
示された[9]が、卵を使用せずに遺伝子のみでリプログラミングが出来るという点で、iPS
細胞は画期的である。iPS 細胞が樹立出来る効率は核移植によるリプログラミングと比べる
と著しく低いものの、誘導効率を上昇させる技術の進歩により、最初の効率からはかなり
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改善されている。 
最近の大きな技術革新の一つとして、任意の配列と結合する guide RNA とバクテリアで
外来 DNA を切断する働きを持つ Cas9 を細胞内に導入することによりゲノム編集が容易に
出来るようになったCRISPR/Cas9システムがある[10], [11]。さらに、細胞のみならずguide 
RNA と Cas9 発現ベクターをマウス受精卵にインジェクションし、ホモロガスリコンビネ
ーションやシングルストランドアニーリングと組み合わせて ES 細胞を介さずにノックア
ウトマウスを樹立する系も確立された[12]。長大なターゲティングベクターの構築、ES 細
胞での遺伝子組み換えを必要としないことから、ノックアウトマウス作製までに月数を短
縮出来る。この日進月歩のゲノム編集技術の進化によって、任意の時期や組織で発現が制
御できるようなトランスジェニックマウスやノックアウトマウスについても ES 細胞を必
要としなくなる日がくるかも知れない。 
このように、ノックアウトマウス作製の材料としての価値が薄らぎ、臨床応用に近い再
生医療や製薬研究の材料としても、その座をヒト iPS に譲っている現在、マウス ES 細胞の
性質を研究することにどのような意義があるのか、これから述べていく。 
第一に、マウス ES・iPS 細胞とヒト ES・iPS 細胞は同じ名前をつけられているが、その
未分化状態に大きな違いがある。マウス ES 細胞は胚盤胞期の内部細胞塊(ICM)と同程度の
未分状態を持っているナイーブ型であるが、ヒト ES 細胞は ICM 由来でありながら培養過
程でそのままの未分化状態にとどまらずエピブラストと同様の状態のプライム型となる。
マウスのエピブラスト由来幹細胞Epiblast Stem cell (EpiSC)もプライム型となる[13], [14]。
その細胞形態も大きく異なり、ナイーブ型のマウス ES 細胞はドーム型となり、プライム型
のヒト ES 細胞、マウス EpiSC は扁平なコロニーを形成する。ナイーブ型、プライム型多
能性幹細胞はともに、ヌードマウスに移植すればテラトーマを形成し三胚葉に分化するが、
キメラマウス形成能はナイーブ型にしかない[15]。また、ナイーブ型のマウス ES 細胞は細
胞培養や遺伝子操作、分化誘導を容易に行えるが、プライム型のヒト ES 細胞はどれもがマ
ウス ES 細胞より困難である。それは、ヒト ES 細胞においてはすでに細胞ごとに分化の偏
向性が出ているためでは無いかと考えられる。多能性幹細胞の発生段階によりこのような
差が生まれると考えると、プライム型のヒト ES 細胞をナイーブ化することが出来れば、扱
いやすく、分化効率がよく、応用研究に用いやすい細胞を得られるだろう。この試みはす
でにいくつか報告があり[16], [17]、他の研究者からの追試報告が待たれている。また、ヒ
トES細胞の培養方法は未だ発展途上であり、その培地も新たに開発が進められてきた[18]–
[20]。このように、ヒト ES・iPS 細胞の培養や分化誘導を容易にし、応用研究へと発展さ
せていく上でも、その目標となるナイーブ型のマウス ES 細胞の「分化多能性」「未分化性」
「自己増殖能」に関わる分子メカニズムを明らかにする基礎研究は重要な意味を持ってい
ると考える。 
第二に、上記では ES・iPS 細胞と一括りに述べたが、初期胚から由来する ES 細胞と分
化細胞から由来する iPS 細胞には、その DNA メチル化状態に差異が存在することが報告さ
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れている[21][22]。体細胞がリプログラミングを受けて iPS 細胞が誘導される過程は未だ分
かっていない点が多く、今後もマウス ES 細胞の性質を探る研究がリプログラミング機構の
理解を進める上での基盤となると考える。 
第三に、ES 細胞の特徴はガン細胞でも見られる。グレードの進んだ乳ガン細胞の遺伝子
プロファイルは ES 細胞と似通ったものとなっている[23]。ガン細胞、ガン幹細胞の研究を
進める上でも、ES 細胞の「分化多能性」「未分化性」「自己増殖能」の研究が礎になると考
えられる。 
ここで、「分化多能性」と「未分化性」という言葉を分けて使っているが、その両者には
明確な違いがあると考えている。ES 細胞が分化多能性を発揮するためには、その前段階と
して未分化な状態が必要である。しかし、未分化性を持っている細胞が全て分化多能性を
発揮するかというとそうでは無いと考えられる。分化シグナルが与えられても未分化な状
態のまま維持されてしまう細胞が出てくるのは必至で、そのような細胞は ES 細胞のもう一
つの特徴である自己増殖能を発揮してガン化してしまう。そこで、未分化な細胞を取り除
くことが必要となるが、そのために ES 細胞の未分化性維持メカニズムを研究することには
大きな意義があると考える。 
ES 細胞の未分化性維持には、サイトカイン LIF (Leukemia Inhibitory Factor)が一般的
に用いられてきた。LIF 下流には JAK/STAT3、PI3K/Akt、Grb2/MAPK シグナルが存在
し、それぞれ未分化性維持に対して促進的、促進的、抑制的に働いていると報告されてい
る[24]。また、Wnt/E-catenin シグナルが未分化性維持に対して促進的に働くことも知られ
ている。これらのシグナルの下流に未分化マーカーと呼ばれる転写因子群が存在し、相互
的な転写ネットワークを構築して、未分化性維持に働いている。未分化性維持について、
様々な分子メカニズムが解明されてきたものの、未だ分からない部分は多い。 
これらの理由で、マウス ES 細胞の「分化多能性」「未分化性」「自己増殖能」に着目して
その分子メカニズムを明らかにする研究は、将来の再生医療やガン治療研究のために重要
であると考えている。 
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第 2 章：先行研究 
 
 私は Nucleostemin (以下 NS)のマウス ES 細胞での機能を明らかにすることを目的に研
究を行っている。NSは 2002年にラット神経幹細胞から単離されたタンパク質であり[25]、
ES 細胞を含む幹細胞やガン細胞の多くで高い発現量が見られている[26]。また、線虫、シ
ョウジョウバエ、シロイロナズナ、アフリカツメガエル、マウス、ヒトで高度に保存され
ているタンパク質である。NS は GTP-binding タンパク質であり、多くが核小体に局在し
ているがわずかに核質にも局在しており、核小体と核質をシャトリングしていることが報
告された[27]。また、NS は p53 タンパク質[25]、Mdm2 タンパク質の両者ともと結合する
ことと、NS を過剰発現させてもノックアウトしても p53 タンパク質が蓄積することが報告
された[28]。そのメカニズムとしては、NS を過剰発現させた際には Mdm2 が NS と結合す
るため p53 の分解が起こらなくなり、逆に NS をノックダウンした場合は核小体タンパク
質 RPL5、RPL11 が Mdm2 と結合するためにやはり p53 の分解が起こらなくなることが、
H1299 細胞を用いた実験で示された[28]。また、TRF1 タンパク質と結合し、メカニズムは
不明だがそのタンパク質の安定性を低下させ細胞の老化防止に働くこと[29]、32s から 28s
へのリボゾーマル RNA の成熟を促進していること[30]が報告された。さらにガン幹細胞の
研究から、NS が高く発現しているガン細胞はガン幹細胞としての機能を有することが報告
されている[31]。 
  NS ノックアウトマウスの研究では、胎生 3.0 から 3.5 日で細胞周期 M 期や S 期の細胞
が見られなくなり、致死となることが示された[32]。また、NS ノックアウトマウス胚にお
いては、核小体の構造は変化しておらず、未分化マーカーの一つである Oct3/4 の染色図に
も変化が見られなかった。興味深いことに、NS ノックアウトマウスは p53-null マウスと
掛け合わせて p53 を完全に無くしても、表現型が変わらなかった。このことから、NS はマ
ウス発生初期において、初期胚の発生に必要な p53 非依存的な機能があると考えられる。 
 このように、発生初期に胎生致死となってしまうため、NS ノックアウトマウスから ES
細胞を樹立することが出来なかった。そこで、私が属する研究室では、2009 年に NS のマ
ウス ES 細胞（mESC）での機能を明らかとするため、Tet-off システムを利用した NS Tet-off 
mESC を樹立していた[33]。この細胞では、内在性の NS locus はホモノックアウトされて
おり、ROSA26 遺伝子座に Tet-off システムと共に NS cDNA を導入させている。このため、
この細胞はテトラサイクリンの誘導体であるドキシサイクリン（Dox）を培地に加える事に
より、NS cDNA を完全にノックアウトすることができる。この細胞を用いて、NS は ES
細胞の生存維持に必要であることを明らかにした[33]。この報告の中で、NS をノックアウ
トするとES細胞においても p53 タンパク質が蓄積すること、未分化マーカーであるOct3/4
と UTF1 のタンパク質量は変動しないことを述べていた。 
 この報告の後で、Bishop らによって NS タンパク質のマウス初期胚および ES 細胞での
解析が報告された[34]。彼らはマウス ES 細胞において NS をノックダウンする手法をとり、
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NS がマウス ES 細胞特異的な G1 期が無い細胞周期の維持に寄与していることを示した。
また、NS ノックアウトにより様々な未分化マーカーの発現量が低下していることを述べて
いる。この点で、2009 年の我々の報告とは違いが見られた。さらに最近になって、神経幹
細胞や肝細胞を用いた実験で、NS が複製依存的な DNA 二本差切断の箇所に、DNA 修復
タンパク質 Rad51 をリクルートし、ゲノムの安定性維持に寄与しているという報告があっ
た[35], [36]。 
 このような状況の中で、私は Bishop らの報告との差異は、ノックダウン法という我々と
は異なる手法を用いて解析しているからでは無いかと考え、2009 年に報告した NS Tet-off 
mESC 細胞を用いて、その表現型の解析を更に詳しく行った。その結果、ES 細胞における
NS についての新たな知見を得たのでこれを報告する。また、ES 細胞とは発生段階が異な
る EpiSC についても、その未分化性の維持機構や自己増殖能に対して NS が ES 細胞と同
じように機能しているのか、解析を行った。本論文では、第 3 章にマウス ES 細胞での解析、
第 4 章にマウス EpiSC での解析を述べる。また、本文中では断りの無い限り「ES 細胞」
の記述はマウス ES 細胞を示すものとする。 
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第 3 章：研究①ES 細胞での NS の機能解析 
 
3.1 節：NS は ES 細胞の未分化性維持に必要である（Figure1, 2） 
 
私の属する研究室では、両アレルの NS 遺伝子をノックアウトし、かつ ROSA26 遺伝子
座から NS cDNA を Tet-off システムとともに導入した NS Tet-off mESC を樹立していた
[33]。また、その細胞株の表現型解析研究から NS が ES 細胞の生存に必要であることを明
らかにしていた。この時点では、ES 細胞の未分化因子 Oct3/4 と UTF1 のタンパク質量は
NS ノックアウトにより大きな影響を受けていないことを示した。しかしながら、最近の研
究で、ES 細胞において NS をノックダウンするとアポトーシスの表現型は示さず、細胞周
期が遅くなり、また様々な種類の未分化因子の発現量が減少することが報告された[34]。こ
の様に NS ノックダウン細胞株では、ノックアウト細胞株と比べると細胞生存についてより
緩やかな表現型を示すという違いは、ノックアウトとノックダウンという手法の違いによ
って残存している NS タンパク質の量が異なるためでは無いかと考えた。また、未分化因子
の量に関しては、NS ノックアウト細胞では細胞死が起こってしまうために、正確にマーカ
ーの量を測定できていない可能性が考えられた。後者の可能性について検討するため、私
はまず NS Tet-off mESC における Oct3/4 タンパク質の発現を細胞染色法で検討した。リア
ルタイム qPCRによるmRNA量の測定とウエスタンブロッティングによるタンパク質量の
検討では、Dox− と Dox+の細胞で Oct3/4 mRNA と Oct3/4 タンパク質量にあまり変動がな
かったにもかかわらず、細胞染色法で Oct3/4 タンパク質を検出すると NS タンパク質の有
無によっていくつかの違いが見られた。Dox+において、細胞染色で見られる Oct3/4 タンパ
ク質量は検出限界以下ではないものの減少していた。検出限界以上の蛍光強度を示す細胞
数は Dox−/+で変化は見られなかった。また、Dox−の細胞と比べて、Dox+の細胞では Oct3/4
の免疫染色のシグナルが細胞ごとに一様では無くなっていることが明らかとなった（Fig. 
1A）。私は、同様に Esrrb についても細胞染色実験を行った。以前からの報告にあったよう
に[37]–[39]、Dox−の NS Tet-off mESC でも Esrrb 陽性の細胞は全体の 60％程であった。
しかしながら、Dox 添加により NS をノックアウトすると、Esrrb 陽性細胞は 35％程に減
少し、NSタンパク質がEsrrbタンパク質の維持に関与していることが示唆された（Fig. 1A）。
さらに、Nanog タンパク質に対する免疫染色を行った。マウス ES 細胞において、Nanog
タンパク質は細胞ごとによってその発現量に大きな差があることが知られている[38]。この
ような Nanog タンパク質の不均質さは、Dox—の NS Tet-off mESC でも見られるが、その
傾向は Dox+の細胞でより顕著になり、Nanog 陰性の細胞が多く見られるになった。このこ
とより、NS は Nanog タンパク質量の維持についても関与していることが示唆された (Fig. 
2)。 
免疫染色の結果より、NS をノックアウトすると Oct3/4、Esrrb、Nanog タンパク質量が
減少することが明らかとなったため、その他の未分化因子についてリアルタイム qPCR に
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よって mRNA 量を検討した。その結果、Sall4、Utf1 をのぞく多くの未分化因子の mRNA
量が NS ノックアウトによって減少していることが明らかとなった（Fig.1B）。この点で、
NS ノックダウンにより未分化因子が減少するという他グループから報告された結果と整
合性があることが明らかとなった。また、Esrrb、Rex1、Klf2、Klf4、Prdm14 といったい
わゆるナイーブマーカーについては、NS をノックアウトして２日目から顕著に減少してい
ることが明らかとなった。ウエスタンブロッティングによる各タンパク質量の検討におい
ても、Nanog、Esrrb、Klf4 の顕著な減少が見られた（Fig.1C）。それに比べて Oct3/4 はそ
のタンパク質量の変化が顕著ではない。これらの結果から、未分化因子は NS ノックアウト
によって二つのグループに分けられると考えられる。Esrrb、Klf4 などのようにすぐに減少
するグループと Oct3/4 のようにおそらく二次的な影響によって減少するグループである。
一方、分化マーカーについてそのmRNA量を調べてみると、内胚葉マーカーのうちGata6、
Sox17 はその発現量が大きく増加していたが、Gata4 に関しては変化が無かった。中胚葉
マーカーT は発現量が増加していた一方、外胚葉マーカーPax6 は発現量が減少していた。
また、トロフォブラストマーカーの Cdx2 が大幅に増加していた。 
 
 
3.2 節：NS ノックアウトにより、ES 細胞の未分化性維持に関わるシグナル伝達回路の
うち、LIF-STAT シグナルが特に大きく減弱する（Figure 3） 
 
NS ノックアウト mESC の細胞致死と未分化マーカーの減少という表現型の分子メカニ
ズムを探るため、強制発現させることによって NS をノックアウトしても未分化な ES 細胞
の状態を維持できる因子を探すことにした。Esrrb や Klf4 といった NS ノックアウトによ
って早期に減少する未分化因子は、ES 細胞では発現しているがより分化の進んだエピブラ
スト幹細胞 (Epiblast stem cell：EpiSC) では発現していない[40]。これらのいわゆるナイ
ーブマーカーは、NS ノックアウトに際して他の Oct3/4 や Utf1 と言った未分化マーカーよ
りも先んじて減少する傾向が見られた。このことから、ES 細胞の未分化性維持に関与して
いる細胞内シグナルである LIF-STAT3 パスウェイ[24], [41]に着目して解析を行った。
LIF-STAT3 シグナルは EpiSC ではその未分化性維持に関与していない。ES 細胞の未分化
性維持に対して促進的に働く LIF-Jak-STAT3 シグナルと LIF-PI3K-Akt シグナル、Wnt
シグナル[24]、抑制的に働く MAPK シグナルについて、それぞれの因子の総タンパク質量
とリン酸化されたタンパク質の量をウエスタンブロッティングにて検討した (Fig. 3A)。そ
の結果、NS ノックアウトによって STAT3 の総タンパク質量に変動は無いものの、リン酸
化され活性化された STAT3 のタンパク質量は大きく減少していることが明らかとなった。
また Akt についても、総タンパク質量に変動は無かったが、リン酸化され活性化されたタ
ンパク質量は STAT3 ほどでは無いものの減少傾向にあることが分かった。Erk1/2、GSK3E
については、総タンパク質量、リン酸化タンパク質量ともに NS ノックアウトによって変動
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が無いことが明らかとなった。次に、私は NS ノックアウトによりリン酸化タンパク質の減
少が見られた STAT3、Akt について、それらをあらかじめ NS Tet-off mESC に強制発現さ
せておき、NS ノックアウトによる細胞死や未分化性性の喪失が回避できるか否か、検討す
ることにした。リン酸化をミミックした変異体である恒常的活性型 STAT3 変異体[42]を強
制発現させた場合、未分化細胞を染色するアルカリフォスファターゼ (AP) 染色を行い検
出すると、NS をノックアウトしても生存するコロニー数、またコロニーの占める面積とも
に増加することが明らかとなった。また Akt1 を強制発現させた場合も、STAT3 と同様に
NS ノックアウトにおいても AP 染色陽性コロニーが見受けられた。しかしながら、恒常的
活性型 STAT3 変異体や Akt1 を強制発現した細胞はどちらとも、数回の継代を経て Dox+
のまま維持することが出来なかった。2i (MEK インヒビター＋GSK3 インヒビター)を加え
ると、ES 細胞は STAT3 シグナルが減弱した状態で未分化性を維持することが知られてい
る[43], [44]。そのため、2i を加えて NS をノックアウトした際に、未分化性を維持できる
か否か検討した。すると、Dox+において生存してくる AP 染色陽性コロニー数、コロニー
が占める面積が増加した。さらに、恒常的活性型 STAT3 変異体と Akt1 を共に強制発現さ
せ、2i を加え培養すると、AP 陽性コロニー数、コロニーが占める面積が増加し、その効率
は検討した中で一番高くなった。 
 
3.3 節：Nanog、Esrrb を強制発現させることにより、NS ノックアウト ES 細胞に見ら
れた表現型はなくなる（Figure 4, 5, 6, 7, 8） 
 
NS ノックアウトによる表現型の一つである未分化因子の減少に着目して、未分化因子を
強制発現させて、表現型を回避できる因子を探索することにした。検討の結果、多くの未
分化因子は NS ノックアウトの表現型を回避する能力を持たなかった(Fig. 4) 。しかしなが
ら、Nanog もしくは Esrrb を強制発現させたところ著しいレスキュー効果が見られ、AP
陽性コロニーが多く観察された (Fig. 5A) 。その効果は、恒常的活性型 STAT3 変異体や
Akt1 の強制発現株、2i を添加した細胞よりも著しく大きかった。Nanog や Esrrb を強制
発現させた細胞は、Dox を添加した状態で培養しても、Dox−で培養した細胞と形態がほぼ
変わらず、分化した形態の細胞が現れず、継代培養も可能であった (Fig. 5A) 。ウエスタ
ンブロッティングによる解析を行ったところ、empty ベクターを強制発現させた細胞株と
比べて、Nanog や Esrrb を強制発現させた細胞株では、Dox 添加時のリン酸化 STAT3 の
減少が見られなくなった (Fig. 5B) 。また、Nanog、Esrrb を強制発現させたことにより、
Dox 添加時における p53 タンパク質の蓄積が見られなくなった。p53 タンパク質の蓄積は
NS ノックアウト細胞で見られる表現型の一つであり、先行研究でも報告されている[25], 
[33]。恒常的活性型 STAT3 変異体の強制発現や 2i 添加により、Dox+における p53 タンパ
ク質の蓄積は著しく減少するが、Nanog や Esrrb 強制発現株ではほとんど検出出来ないほ
どに蓄積量が減少する (Fig. 5B) 。また細胞の増殖速度を調べたところ、Dox 添加条件に
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おいて、恒常的活性型 STAT3 変異体の強制発現株や 2i 添加培養を行った細胞は、empty
ベクターを強制発現させた細胞株と比べて若干の回復が見られた。一方、Nanog や Esrrb
を強制発現させた細胞は、より効率よく細胞増殖速度が回復していることが明らかとなっ
た。しかしながら、Nanog や Esrrb を強制発現させても Dox+の条件では、Dox−で NS を
ノックアウトしない細胞と同じ増殖速度にまでは回復しなかった (Fig. 5C) 。さらに、ア
ポトーシス細胞を検出するため、TUNEL アッセイを行った。Nanog や Esrrb を強制発現
させ、Dox+の条件で維持した細胞には、TUNEL 陽性の細胞がほとんど無くなり、アポト
ーシスが起こらなくなることが明らかとなった (Fig. 5D) 。 
次に、empty ベクター発現株、2i 添加培養をした細胞、恒常的活性型 STAT3 変異体、
Nanog、Esrrb を強制発現させた細胞に対してマイクロアレイ解析を行い、遺伝子プロファ
イルから NS ノックアウトのレスキューがなされているか否かを検討した。サンプルとした
細胞は、それぞれ Dox−/+の条件で６日間培養し回収している。マイクロアレイ解析におい
ては、affymetrix 社の GeneChip mouse genome 430 2.0 array を用いた。empty ベクター
発現株、2i 添加培養株、恒常的活性型 STAT3 変異体強制発現株、Nanog 強制発現株、Esrrb
強制発現株について、それぞれ Dox−/+で培養した計 10 個のサンプルについて、まずクラ
スタリング解析を行った。すると、10 個のサンプルは大きく 2 つのグループに分かれるこ
とが分かり、一方は Dox+の empty ベクター発現株、2i 添加培養株、恒常的活性型 STAT3
変異体強制発現株で形成されていた。もう一方のグループには、Dox－で培養した全 5 個の
サンプルに加えて、Dox+で培養した Nanog 強制発現株、Esrrb 強制発現株のサンプルが含
まれていた。このことから、Nanog や Esrrb を強制発現させることにより、大きく分ける
と Dox－のサンプルと遺伝子発現プロファイルが近くなることが明らかとなった。この結
果からも、NS ノックアウトによる ES 細胞の未分化維持機構の崩壊が、Nanog や Esrrb
を強制発現させることにより中和されていることが明らかとなった (Fig. 6A)。次に各細胞
株について、Dox−/+の条件による全体的な遺伝子発現の変動を MA プロットで表した (Fig. 
6B)。MA プロットは縦軸に M（log2 変換されたシグナルの変動値）、横軸に A（log2 変換
されたシグナルの平均値）を示す散布図の一種である。empty ベクター強制発現株では Dox
を添加して NS ノックアウトすることにより、遺伝子発現が大きく変動していることが明ら
かとなった。その遺伝子変動は、2i 添加培養、恒常的活性型 STAT3 強制発現をしてもほと
んど影響を受けないように見られた。しかしながら、Nanog や Esrrb を強制発現させるこ
とにより、NS ノックアウトによる全体的な遺伝子発現プロファイルの変動は減弱すること
が明らかとなった (Fig. 6B) 。ES 細胞の未分化性維持機構は、Core モジュール、Myc モ
ジュール、PRC モジュールと呼ばれる 3 つの転写サブネットワークの極めてよく調整され
た相互作用によって保持されている[45]。これらのモジュールの発現変動量を解析したとこ
ろ、NS ノックアウトによりこの転写サブネットワークのバランスが大きく崩れていること
が明らかとなった。Dox 添加により、Core モジュール、Myc モジュールの発現量が減少し、
PRC モジュールの発現量が増加するが、これらの傾向は 2i 添加や恒常的活性型 STAT3 変
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異体を発現させてもほとんど変わらなかった。しかしながら、Nanog や Esrrb を強制発現
させることにより、これらのモジュールの発現量変動は著しく減少することが明らかとな
った (Fig. 6C) 。さらに、マイクロアレイデータを用いて、ES 細胞の未分化マーカーや分
化した細胞のマーカーとなる個々の遺伝子の発現量の変動をヒートマップで表した (Fig. 
6D) 。Fig.1 で述べたのと同様に、empty ベクター発現株において NS をノックアウトす
ると、未分化マーカーについては減少し、トロフォブラストマーカーについては増加して
いることが明らかとなった。また、全てではないが一部の中胚葉マーカーは発現量が増加
していた。このように、一部の分化マーカーが増加しているものの、原始外胚葉のマーカ
ーである Otx2、FGF5[46]の発現量は減少していることから、ES 細胞の通常の分化過程を
経ているものではないと考えている。empty ベクター発現株で見られる、これらの未分化
マーカーや分化マーカーの変動は、2i 添加培養や恒常的活性型 STAT3 変異体発現株ではほ
とんど同様の傾向を示した。しかし、Nanog や Esrrb を強制発現させることにより、その
変動は著しく減弱された。さらに、以前の報告[47]により同定された Nanog により直接影
響を受ける遺伝子群（Nanog-sensitive genes、49 遺伝子）について、Dox 添加による発現
変動を検証した。これらの因子は、2 つの判断基準によって同定された。ひとつは、Nanog
のターゲットであることを ChIP 解析により判定した。もうひとつは、Nanog の転写活性
化能がオンとなった後速やかに発現が変動する因子を同定した。GSEA を行った結果、
empty ベクター発現株では、Nanog により発現が上昇する遺伝子群については、NS ノッ
クアウトにより発現が減少すること、また反対に Nanog により発現が減少する遺伝子群に
ついては、若干発現が上昇していることが分かった。これらの傾向は、Nanog や Esrrb を
強制発現させたことにより見られなくなることが明らかとなった (Fig. 7) 。Nanog 強制発
現株では、Dox－に比べて Dox+において Nanog で発現上昇する遺伝子群の発現量が上昇
する傾向が見られた。このような傾向が見られるのは、Dox－においては、通常よりも高い
Nanogタンパク質の強制発現がNanogターゲット遺伝子の発現にとって有害となる可能性
があるためと考えられる。 
次に、NS ノックアウトにより発現上昇および発現低下する因子についてその機能を詳細
に検討するため、GO 解析を行った。まず初めに、empty ベクター発現株、Nanog 発現株、
Esrrb 発現株において、Dox 添加により 2 倍以上発現量が変動する因子を、ベン図で表し
た。NS ノックアウトにより、empty ベクター発現株で発現増加する 1181 遺伝子について
は、そのうち 933 遺伝子が Nanog または Esrrb の強制発現により発現変動しなくなること
が明らかとなった。また、empty ベクター発現株で発現減少する遺伝子についても同様に、
938個中 731個の遺伝子が変動しなくなることが明らかとなった。これらのNanogやEsrrb
によって変動がなくなる遺伝子群について、GO 解析を行った。Nanog や Esrrb 強制発現
によって発現増加が抑えられる因子を調べると、形態発生に関係する GO term が数多く見
られた。一方、Nanog や Esrrb 強制発現によって発現減少が抑えられる因子からは、「lipid 
cascade process」と「cell cycle」の 2 つのみの GO term が提示された。これらの結果から、
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ES 細胞における NS の主な機能は、細胞の分化と形態発生を抑制することにあり、その機
能は Nanog や Esrrb を強制発現させることにより代替できることが明らかとなった。Fig. 
8A で示したベン図の他の部分の遺伝子群についても、GO term が選出されてくるか否か検
討を行った。しかしながら、empty ベクター発現株、Nanog 強制発現株、Esrrb 強制発現
株で共通して発現が減少している遺伝子群(Fig. 8A、c))以外については GO term が検出さ
れなかった。また、c)の遺伝子群について検出された GO term は「antigen processing and 
presentation of peptide antigen via MHC class I」となっているが、この結果が細胞内で
どのような意味を持っているのかは現在のところ検討できておらず不明である。 
 
 
3.4 節：マウス ES 細胞では Rad51 による NS ノックアウト表現型の回避はできない
（Figure 9） 
 
最近、神経幹細胞と肝細胞において NS の主な機能は、DNA ダメージの入った部位に
Rad51 タンパク質をリクルートし、ゲノムの安定性を維持することであるという論文が発
表された[35], [36]。そこで、同じメカニズムがアポトーシスを起こす NS ノックアウト ES
細胞においても見られるのか否か、検討を行った。はじめに、NS ノックアウト神経幹細胞
で見られたような DNA 二本鎖切断が起こると特異的に見られるJ-H2AX の foci が、NS ノ
ックアウト ES 細胞でも見られるか、免疫染色で検討した。その結果、Dox 添加後 2 日目ま
でにJ-H2AX 陽性細胞が増加する様子は見られなかった。Dox 添加後 4 日ではJ-H2AX 陽性
細胞が観察されたが、その染色像は核がドット状に染まるJ-H2AX の foci ではなく、核全体
が一様に染色されていたため、二次的なアポトーシスを起こした細胞を検出しているもの
と考えられる[48], [49]。そのため、NS Tet-off mESC では NS ノックアウトによって、DNA
二本鎖切断が起こらないことが明らかとなった (Fig. 9A) 。神経幹細胞を用いた報告[35]
とは異なり、Rad51 (Fig. 9B)や核質に局在する NS 変異体(NS'B)を強制発現させた細胞で
は、NS ノックアウトによる細胞死を回避することが出来なかった (Fig. 9C)。これらの結
果より、NS ノックアウト ES 細胞において見られる細胞死の主な原因は、NS によるゲノ
ム安定性維持機構の喪失ではないことが明らかとなった。しかしながら、これらの結果で
は ES 細胞において NS がゲノム安定化に働く可能性を除去することは出来ない。ES 細胞
において未分化性の維持と細胞生存に働く NS の機能には、ゲノムの安定性維持と、さらに
ES 細胞に特異的な機能の大きく 2 つが関与していると考えられた。この可能性を検討する
ために、Wild Type 株 ES 細胞 CMTI-1 に NS タンパク質を強制発現させ、ハイドロキシウ
レアにてDNAダメージを誘導した際のJ-H2AX陽性細胞の数をempty発現株と比較した。
その結果、J-H2AX 陽性細胞は NS 強制発現株、もしくは NS'B 強制発現株において、明
らかに減少した (Fig. 9D)。これらの結果を統合すると、ES 細胞においても、神経幹細胞
においても、おそらく他の細胞種においても、ゲノムの安定化に寄与する NS の機能は共通
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して存在すると考えられる。また ES 細胞では、その機能とは別に未分化性維持と細胞生存
を担保する ES 細胞特異的な NS の機能が存在すると考えられる。 
   
3.5 節 実験材料・方法 
 
①細胞培養 
マウス ES 細胞（mESC）は、Wild Type 株として CMTI-1 株と、EBRTcH3 細胞[50]を
材料とし、NS ホモノックアウトした上で ROSA26 遺伝子座に Nucleostemin cDNA を導
入した、NS Tet-off mESC[33]を用いた。フィーダー細胞なしの条件で培養し、培地には
LIF+10% FBS を含む標準的な方法で培養した[51]。細胞播種は 0.1％ゼラチンコートした
細胞培養用ディッシュ(Corning)に行った。NS Tet-off mESC の ROSA26 遺伝子座に導入
された NS cDNA をノックアウトするために、1PM Doxycyclin (Dox) を培地に加えて培養
した。 
 
②細胞染色 
NS Tet-off ESC mESC を 0.1％ゼラチンコートした細胞染色用培養プレートセルディス
ク（住友ベークライト）に播種し、Dox−/＋の条件で所定日数培養した。その後、培地を取
り除き PBS で２回洗浄し、4％PFA を加え 20 分間室温で固定した。PBS で洗浄した後、3％ 
BSA・0.3% TritonX-100・1% sheep serum in PBS を加え、膜透過処理とブロッキングを
30 分間行った。PBS で洗浄後、1％BSA・0.1％ TritonX-100・1% sheep serum in PBS
に所定の一次抗体を加え、湿潤箱に入れて 4℃で染色した。一次抗体で染色した後、PBS
で３回洗浄し、1％ BSA in PBS に所定の二次抗体と 3Pg/mL DAPI を加え、湿潤箱に入れ
37℃で１時間反応させた。PBS 洗浄の後、プレパラートを作製し、共焦点蛍光顕微鏡 TCS 
SP8 (Leica)で観察を行った。3 視野について、核と染色された細胞の数を計数し、その平
均値と標準偏差を算出した。 
 
③ウエスタンブロッティング 
所定条件で培養した細胞を回収し、0.5％ Triton Buffer [150mM NaCl] を加え懸濁し、
氷上で 30 分静置した上で、15000 rpm、4℃で 30 分間遠心し、その上清をタンパク質抽出
液として用いた。タンパク質抽出液に 5x サンプルバッファーを加え、98℃で３分間熱処理
し、ウエスタンブロッティングサンプルとして用いた。7.5 および 10％SDS-PAGE ゲルを
用いてサンプルを泳動し、PVDF メンブレンに 200mA で 90 分間ブロッティングした。リ
ン酸化タンパク質を抗原とする抗体以外については、5％ skim milk in 0.05% TBST にて
ブロッキングを室温１時間行い、一次抗体、二次抗体は 2％ skim milk in 0.05% TBST に
混入し室温で各１時間、40 分反応させた。リン酸化タンパク質に対する抗体については、
PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal(東洋紡、NYPBR01)でブロッキングを行い、
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一次抗体、二次抗体はそれぞれ Can Get Signal Immunoreaction Enhancer Solution(東洋
紡、NKB-101)に溶かし反応させた。 
 
④リアルタイム qPCR 
所定条件で培養した細胞を回収し、Trizol reagent（Invitrogen、15596-018）を用いて
RNA を抽出した。RNA 濃度の測定後、ReverTraAce キット、OligodT プライマーを用い
て逆転写を行った。得られた cDNA を用いて、StepOnePlus リアルタイム PCR システム
で計測を行った。gapdh、Nanog、Oct3/4、Sox2、Sall4、Utf1、Tbx3、Tcl1、Esrrb、Rex1、
Klf2、Klf4、Gata4、Gata6、T、Cdx2、Pax6 については、Taq-Man probe (ABI) を用い
て反応を行った。Prdm14 については、SYBR-Green を用いた反応を測定し、プライマー
は forward 5’- GGC CAT ACC AGT GCG TGT A-3’、reverse 5’-TGC TGT CTG ATG TGT 
GTT CG-3’を用いた。全ての測定値は Gapdh で標準化した。 
 
⑤アルカリフォスファターゼ染色 
0.1%ゼラチンコートした 6well ディッシュに各種タンパク質を強制発現させた NS 
Tet-off mESC 細胞株を 2500 cells 播種し、Dox−/＋の条件で６日間培養した。その後、培
養液を取り除き PBS で洗浄し、AP staining kit（SBI、#AP100R-1）を用いてアルカリフ
ォスファターゼ染色を行った。染色後は PBS を加え、顕微鏡下で観察を行った。また、イ
メージアナライザーLAS4000（GE ヘルスケア）を用いてウェル毎のコロニー数、コロニー
の占める面積を計算した。 
 
⑥TUNEL アッセイ 
In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein （Roche、11684795910）を用いた。 0.1%
ゼラチンコートしたセルディスク（住友ベークライト）に細胞を播種し、Dox−/+の条件で
６日間培養後、培養液を取り除き PBS で洗浄し、4%PFA を加え室温で一時間固定した。
その後 PBS でリンスし、キットに付属している Permeabilisation solution を加え、氷上で
２分間膜透過処理を行った後に PBS で洗浄し、enzyme と lavel solution の混合液を加え、
遮光湿潤箱に入れて 37℃1 時間染色反応を行った。その後、DAPI 染色と PBS 洗浄し、プ
レパラートを作製し、共焦点蛍光顕微鏡 SP8TRC（Leuca）を用いて観察を行った。また、
同じキットを用いて染色した細胞について、Flow cytometer FACS Calibur (BD)を用いて
シグナル陽性の細胞数を計数した。 
 
⑦マイクロアレイ解析 
培養細胞の RNA は RNeasy Midi kit (QIAGEN、75144) を用いて抽出した。得られた
RNA は GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array (Affymetrix、900495)を用いて、マイク
ロアレイ実験を行った。得られたデータは統計ソフト R および表計算ソフトエクセルを使
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用して、RMA 解析、クラスタリング解析、ブロット図作製、モジュール解析、 ヒートマ
ップ作製を行った。また、Gene Ontology (GO) 解析は、ウェブ上の解析ツール DAVID 
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/ ) を用いて行った。また、GO term を集約するために、
AmiGO1 (http://amigo1.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi) と REVIGO 
(http://revigo.irb.hr/) を参照した。Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 解析について
は、JavaGSEA desktop application v2.0.1.4 を用いて行った。 
 
 ⑧ハイドロキシウレア処理 
empty ベクターおよび Wild-Type NS、NS'B 変異体を強制発現させた CMTI-1 ES 細胞
株は、2mM Hydroxyurea (HU)を 20 時間添加したのち、HU が含まれる培地を取り除き、
新しい培地で 4 時間培養し、その後抗J-H2AX 抗体による免疫染色を行った。 
 
⑨抗体 (第 3 章、第 4 章共通) 
Ab name Maker Cat. No. 
NS Millipore AB5691 
Oct4 (C-10) SantaCruz sc-5279 
Nanog CosmoBio RCAB0001P 
Esrrb PPMX PP-H6705-00 
Sox2 MilliPore Ab5603 
Klf4 R&D AF3158 
PRDM14 abcam ab113444 
p53 (1C12) cell signaling 2524s 
p53(CM5) Novocastra NCL-p53-CM5p 
STAT3 Cell Signaling 9139 
p-STAT3 Cell Signaling 9145 
Akt Cell Signaling 9272 
p-Akt (Ser473) Cell Signaling 9271 
p44/42 Cell Signaling 9102 
p-p44/42 Cell Signaling 9101 
GSK3E BD 610202 
p-GSK3E Cell Signaling 9336 
E-actin SantaCruz sc-47778 
DYKDDDDK TransGenic Inc. KO602-S 
FLAG M2 SIGMA F3165 
phospho-Histone H2A.X (Ser139) (20E3) cell signaling 9718 
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Rad51 (H-92) SantaCruz sc-8349 
2i: 3PM GSK-3 inhibitor CHIR99021 (Axon Medchem、1386)、1PM MEK inhibitor 
PD0325901 (Axon Medchem、1408) 
 
 ⑨ベクター (第 3 章、第 4 章共通) 
ベクターは以下を用いた。 
pCAG-Flag-Nanog-IresPuro (IP) 、 pCAG-Flag-Nanog-IresHygro (IH) 、
pCAG-Flag-Esrrb-IP、pCAG-Flag-Esrrb-IH、pCAG-Flag-NS-IP、pCAG-Flag-NS'B-IP、
pCAG-Flag-STAT3mut-IP 、 pCAG-Flag-Rad51-IP 、 pCAG-Flag-Oct3/4-IP 、
pCAG-Flag-Sox2-IP、pCAG-Klf4-IP、pCAG-Flag-Sall4-IP、pCAG-Flag-Tcl1-IP 
pCAG-IP、pCAG-IH のベクターの XhoI/NotI サイトに cDNA をクローニングした。  
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第 4 章：研究②EpiSC での NS の機能解析 
   
  4.1 節：NS は EpiSC の細胞生存、未分化性維持に必要である（Figure 10, 11, 12） 
 
 EpiSC は ES 細胞よりも分化の進んだ細胞であるが、両者とも分化多能性を有している
[13], [14]。両者の大きな違いとしては、ES 細胞では未分化性を維持するために LIF 下流の
STAT3 や Akt のシグナルが働くのに対し、EpiSC では FGF2、Activin 下流のシグナルに
よりその未分化性が担保されている点であり、ES 細胞で発現している様々な未分化因子の
中には EpiSC では発現しないものもある。このように、ES 細胞とは未分化性維持機構の
異なる EpiSC での NS の機能を検討することにした。まず、蛍光タンパク質
KusabiraOrange を NS Tet-off ES 細胞に強制発現し、胚盤胞にインジェクションし仮親の
子宮内に戻して 6.5 日胚まで発生させた(下線部は共同研究者による実験)。その後、解剖に
よってエピブラストの部分のみを取り出し、NS Tet-off EpiSC を樹立した(Fig. 10A)。この
細胞を Dox−/＋の条件で培養し、NS をノックアウトしてその表現型を観察した。まず顕微
鏡観察を行ったところ、NS をノックアウトによって著しく細胞増殖が遅くなることが明ら
かとなった(Fig. 10B)。TUNEL アッセイによってアポトーシス細胞を検出したところ、NS
ノックアウトによって TUNEL 陽性細胞がかなり検出されることが明らかとなった(Fig. 
10C)。また、免疫染色法により、NS をノックアウトした EpiSC では未分化マーカーであ
る Oct3/4 を発現しない細胞が出現することが明らかとなり(Fig. 10D)、細胞が一部分化し
ていることが示唆された。NS Tet-off mESC においては、NS をノックアウトすることによ
り p53 の蓄積が顕著に見られたことから、EpiSC でも同様の表現型が見られるか否か検討
した。その結果、EpiSC においても NS ノックアウトにより p53 タンパク質が著しく蓄積
することが明らかとなった(Fig. 10E)。また、ES 細胞と同様に EpiSC でも Rad51 過剰発
現によるレスキュー効果がないのか確認したところ、EpiSC においても Rad51 の過剰発現
によって NS ノックアウトの未分化性喪失、細胞死という表現型を回避できないことが明ら
かとなった(Fig. 11)。次に、ES 細胞においては Nanog や Esrrb の強制発現によって NS
ノックアウトの表現型を打ち消せるという結果に注目し、EpiSC でも同様の効果があるか
否か検討した。その結果、Nanog と Esrrb タンパク質のどちらとも、EpiSC においては
NS ノックアウトによる細胞増殖の抑制、アポトーシス細胞の増加、Oct3/4 の不均一発現と
いう表現型を打ち消すことが出来なかった(Fig.12)。これらの結果より、NS は ES 細胞と
同様に EpiSC においても細胞生存の為に何らかの役割を持っていることが示唆された。し
かしながら、Nanog や Esrrb の強制発現によって NS ノックアウトの表現型を回避できる
かという点では、ES 細胞と EpiSC で違いが見られた。 
 
  
 4.2 節 実験材料・方法 
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 ①細胞樹立・細胞培養 
Epiblast Stem Cell 樹立に先立ち、NS Tet-off mESC に蛍光タンパク質 KusabiraOrange
強制発現ベクター[52] を導入した。このベクターには Puromycin 耐性遺伝子が導入されて
いるため、Puromycin で細胞を選択した後、胚盤胞へインジェクションした。仮親となる
ICRの子宮内に胚を戻した後、6.5日胚となるまで発生させた（下線部は共同研究者による）。
6.5 日胚樹立した Epiblast Stem Cell（EpiSC）は、Azim Surani ら[53]の方法に則り以下
の培地で培養した。 
  maker stock conc. final conc. 
DMEM/F12 GIBCO     
N2 supplement (x100) GIBCO x100 x1 
B27supplement (x50) GIBCO x50 x1 
BSA SIGMA 10mg/mL 50Pg/mL 
L-Glutamine   3% 2mM 
NEAA (x100) GIBCO x100 x1 
2-ME SIGMA   0.1mM 
penicillin streptomycin  ナカライ x100 x1 
h-ActivinA RD 20Pg/mL 20ng/mL 
mFGF2 Peprotech 10Pg/mL 12ng/mL 
細胞継代ついては、培地を吸引後、PBS で２回洗い、Accutase（ナカライ、12679-54）を
加えて細胞を剥離させ、遠心してその上清を取り除いた。新しい培地に細胞を懸濁し、
10Pg/mL human Fibronectin でコートした培養皿に播種した。NS Tet-off EpiSC の
ROSA26 遺伝子座に導入された NS cDNA をノックアウトするために、1PM Doxycyclin 
(Dox) を培地に加えて培養した。 
 
 ②EpiSC へのベクター強制発現 
EpiSC へベクターを強制発現させる際には、Nucleofector 2b (Lonza、AAB-1001)を用いて
行った。Nucleofector 溶液キットは Mouse ES Cell Nucleofector Kit (VPH-1001)を使用し、
ヌクレオフェクションのプログラムは A-024 を設定した。 
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第 5 章：考察と結論 
 5.1 節：考察 
 NS は ES 細胞を含む多くの幹細胞において高い発現量を示し、様々な生体内での機能を
担っている。NS ノックアウトマウスは初期胚において重篤な発生障害が見られ、3.5 日胚
で腔(blastocoel cavity)見られずに桑実胚様となり、致死となることが報告されている[32]。
先行研究では、胚盤胞期の内部細胞塊由来細胞である ES 細胞において NS が細胞生存に必
要であることを示し[33]、マウス個体の研究と整合性のとれた結果が得られた。その後、
Bishop ら[34]によって、NS は G1 期がほとんど見られないという ES 細胞特異的な細胞周
期を維持するために重要な機能を有するという発表がなされた。本研究の主な結論の一つ
は、ES 細胞においては Nanog もしくは Esrrb を強制発現させることにより、NS ノックア
ウトの表現型を打ち消すことが出来るという点である。Nanog や Esrrb を強制発現させた
ES 細胞は、NS をノックアウトしても未分化マーカーの発現量はほとんど変化せず、長期
にわたって細胞を継代維持することが可能であり、細胞形態の異常やアポトーシスを呈す
る細胞は見られなかった。ES 細胞において NS をノックアウトしたことによる遺伝子発現
の変動は、Nanog や Esrrb の強制発現により強力に打ち消されていることがマイクロアレ
イ解析による網羅的解析によって明らかとなった。NS ノックアウトにより発現が 2 倍以上
変動した遺伝子のおよそ 80％が、Nanog や Esrrb を強制発現することにより変動しなくな
った。GO 解析では、2 倍以上発現上昇した遺伝子群において形態発生に関わる様々な GO 
term があがることが明らかとなった。しかし、Nanog や Esrrb を強制発現させることによ
り、GO term はほとんどエンリッチしなくなった。同様の解析を 2 倍以上発現が減少する
遺伝子群についても行ったところ、Nanog や Esrrb によって標準化される遺伝子群からは
たった 2 つの GO term (lipid catabolic、cell cycle) のみ検出された。これらの結果から、
ES 細胞における NS の主要な機能には、細胞の分化を抑制し、細胞増殖を促進することが
含まれ、それは Nanog や Esrrb によって代替可能であると考えられる。また、Esrrb は
Nanog の主要な転写ターゲットであることが報告された[47]。ES 細胞において、Esrrb は
Nanog と代替可能である。そのため、Nanog 強制発現による NS ノックアウト細胞のレス
キューは、Esrrb の発現によってその多くを説明できると考えられる。また、Nanog を強
制発現させると LIF 非存在下でも ES 細胞の未分化性を維持することができ[54]、さらに
Esrrb は強制発現によって LIF と Nanog の非存在化でも未分化な状態を維持できることが
報告されている[47]。このような機能を持つ Nanog や Esrrb タンパク質の強制発現によっ
て NS ノックアウト ES 細胞の未分化性維持や細胞生存が保たれたという結果から、NS が
LIF 下流の未分化性維持機構に大きく関与していることが示唆される。 
 最近、神経幹細胞や肝細胞において、NS が複製依存的な DNA ダメージの箇所に Rad51
タンパク質をリクルートすることによってゲノムの安定化に寄与している、という報告が
なされた[35], [36]。しかしながら、本研究のデータでは Rad51 を強制発現させたことによ
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って NS ノックアウトの表現型を回避できなかったため、少なくともこのゲノム安定化に関
わる分子機構は NS ノックアウト ES 細胞、EpiSC の致死的な表現型の主要な原因ではな
いと考えられる。この結果より、分化多能性を持った細胞に特異的な NS の機能があると考
えられる。 
 第 4 章のデータより、NS は ES 細胞と同様に、EpiSC においてもその分化多能性、自己
複製能、細胞生存に関与していると考えられる。ただし、ES 細胞とは異なり、EpiSC では
Nanog や Esrrb を強制発現させることによって、NS ノックアウトの表現型を打ち消すこ
とは出来なかった。その理由として、ES 細胞と比べると EpiSC では内在性の Nanog や
Esrrb の発現量が著しく減少する点が考えられる[55]。EpiSC では Nanog や Esrrb タンパ
ク質ではなく他の因子がその未分化性維持に必要であったため、レスキューができなかっ
たと考えられる。 
 本研究では、NS を強制発現させることによりハイドロキシウレアによる DNA ダメージ
が減弱することを明らかにした。このことから、文献[35], [36]で報告のあった NS のゲノ
ム安定化への寄与が、ES 細胞においても見られると示唆された。しかしながら、Nanog や
Esrrb タンパク質の強制発現によってレスキューできるという以外はその分子メカニズム
は現時点で不明であるものの、NS が未分化性や細胞生存維持のために、ゲノム安定化以外
の機能を持つことが、本研究から示唆される。また、核質に局在する NS'B 変異体では NS
ノックアウト ES 細胞の表現型を回避できなかったことから、NS が核小体に局在すること
が ES 細胞での機能にとって必要であると考えられる。 
 ES 細胞において、恒常的活性型 Stat3 変異体、Akt、2i を強制発現させると NS ノック
アウトの表現型が部分的に回復するという結果は、未分化な細胞で特異的な NS の役割を考
える上で大いに有用である。現在のところ検討が出来ていないが、NS ノックアウトによっ
て LIF レセプターgp130/LIFR-Eや JAK、Grb2、PI3K のタンパク質や機能に異常が起きて
いる可能性が考えられる。 
 p53 は ES 細胞において Nanog を含む様々な未分化因子の転写を抑制することが報告さ
れている[56], [57]。NS ノックアウトによって p53 が蓄積しはじめるのは、Dox 添加後 4
日目以降であるが、その時点以降に起こる Nanog や Oct3/4 の転写、タンパク質の減少は
p53 による二次的な影響である可能性が考えられる。しかしながら、先行研究[33]において
NS ノックアウトの際に p53 阻害剤 Pifithrin-Dを加えても細胞死について部分的なレスキ
ュー効果しかなかったことや、NS ノックアウトマウスにおいて p53-null マウスと掛け合
わせても 3.5 日胚での胎生致死がレスキューできなかったこと[32]から、NS には p53 非依
存的な機能があると考えられる。また、Dox 添加後２日で遺伝子発現変動が見られる Esrrb、
Tbx3、Rex1、Klf2、Klf4、Prdm14 に関しては、p53 による二次的影響とは関係なく、NS
ノックアウトによる直接の影響である可能性が考えられる。今後は、NS が直接関与する分
子を検討するために、Dox 添加後すぐに起こる表現型について詳細な検討を行う必要があ
る。具体的には、NS ノックダウン後初期に変動する遺伝子発現をマイクロアレイデータか
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ら選別することや、コンディショナルに発現のオンオフを調整できる系を用いて NS の強制
発現を行い、発現が変動する遺伝子群を比較することを考えている。また、LIF 下流のシグ
ナル伝達因子のうち、NS ノックアウトによって直接影響が出る因子を詳しく同定する必要
がある。 
  
 
 5.2 節：結論 
 
マウス ES 細胞において NS をノックアウトすると、様々な未分化マーカーが減少すること
について、過去の報告の再現がとれた。また、Nanog や Esrrb タンパク質を強制発現させ
ることによって、NS ノックアウトの表現型が回避できることが明らかとなった。ES 細胞
と同様に、EpiSC でも NS はその細胞生存や未分化性維持に必要であることを示した。し
かし、ES 細胞と異なる点として、EpiSC では Nanog や Esrrb を強制発現させても NS ノ
ックアウトの表現型を回避することが出来なかった。 
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略語   
2-ME 2-mercaptoethanol 
2i MEKi PD0325901 + GSK3i CHIR99021 
Akt thymoma viral proto-oncogene 
AP Alkaline Phosphatase 
BSA Bovine serum albumin 
Cas9 CRISPR associated protein 9 
Cdx2 caudal type homeobox 2  
CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 
Dox Doxycycline 
EpiSC Epiblast Stem Cell 
Esrrb estrogen related receptor, beta  
ES細胞 Embryonic Stem cell 
FGF2 fibroblast growth factor 2 
FGF5 fibroblast growth factor 5 
Gata4 GATA binding protein 4  
Gata6 GATA binding protein 6 
GO Gene Ontology 
Grb2 growth factor receptor bound protein 2 
GSEA Gene Set Enrichment Analysis 
HU Hydroxyurea 
ICM Inner Cell Mass 
iPS細胞 induced pluripotent stem cell 
JAK Janus kinase 
Klf2 Kruppel-like factor 2 
Klf4 Kruppel-like factor 4 
LIF Leukemia Inhibitory Factor 
MAPK mitogen-activated protein kinase  
Mdm2 transformed mouse 3T3 cell double minute 2 
Myc myelocytomatosis oncogene 
NEAA Non-Essential Amino Acid 
NS Nucleostemin 
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Oct3/4 Octamer-binding transcription factor 3 =Pou5f1 (POU class 5 homeobox 1)  
Otx2 orthodenticle homolog 2  
p53 = Trp53 (transformation related protein 53) 
Pax6 paired box 6  
PFA Paraformaldehyde 
PI3K Phosphoinositide 3-kinase 
PRC Polycomb repressive complex 
PRC polycomb repressive complex 
Prdm14 PR domain containing 14 
Rex1 =Zfp42 (zinc finger protein 42) 
ROSA Reverse Orientation with Splice Acceptor 
RPL11 ribosomal protein L11 
RPL5 ribosomal protein L5  
Sall4 sal-like 4 
Sox2 SRY (sex determining region Y)-box 2 
STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 
T brachyury 
Tbx3 T-box 3 [Mus musculus 
Tcl1 T cell lymphoma breakpoint 1  
Tet tetracycline 
Tg Transgenic 
TRF1 telomeric repeat binding factor 1 
TUNEL TdT-mediated dUTP nick end labeling 
UTF1 undifferentiated embryonic cell transcription factor 1 
Wnt wingless-type MMTV integration site family 
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